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摘要 :【 目 的 】 由 于 生长 周期 短 、 繁 殖 率 高 , 棉 蚜 4pj1is gossypii 容易 对 杀 虫 剂 产 生 抗 药性 。 本 研究 由 
在 明确 我 国 棉花 主 产 区 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 水 平 及 抗 性 机 理 。 【人 方法】 采用 浸 叶 法 测定 了 北京 海 
淀 ,河北 廊坊 和 基部 ,山东 德州 ,河南 许昌 ,以 及 新 疆 硅 地 和 阿克苏 地 区 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 水 平 ; 
测定 了 不 同 种 群 棉 蚜 3 种 解毒 酶 (多 功能 氧化 酶 、 疫 酸 酯 酶 、 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 ) 及 乙酰 胆 碱 酯 酶 
的 活性 ;并 对 靶 标 基因 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR )B1 亚 基 基因 进行 了 突变 检测 。 【结果 】 北 京 
海淀 、 河 南 许 昌 和 河北 邯 部 的 棉 蚜 对 吡虫啉 敏感 ;河北 廊坊 、 新 疆 阿 克 苏 、 山 东 德 州 及 新 疆 奎屯 地 区 
45 48 3p ssp wy, k vp 8 do pEAS 3 ( resistance ratio，RR ) 分 别 为 22.6, 26.3,53.5 和 61.1 倍 ,为 中 等 水 平 
抗 性 。 酶 活力 对 比 研 究 发现 , 阿 克 苏 和 奎屯 地 区 的 棉 蚜 多 功能 氧化 酶 的 比 活 力 分 别 是 敏感 种 群 
(北京 种 群 ) 的 1.7 和 1.8 售 , 羚 酸 酯 酶 的 比 活力 分 别 是 敏感 种 群 的 1.6 和 1.7 倍 , 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 
酶 的 比 活 力 均 是 敏感 种 群 的 1.5 们 ,但 是 乙酰 胆 碱 酯 酶 比 活力 在 棉 蚜 种 群 间 差 异 不 显著 。 靶 标 基 
突变 检测 表明 ,河北 历 坊 、 新疆 阿克苏 、 山 东 德 州 及 新 给 村 屯 棉 蚜 种 群 nAChR Bl 亚 基 均 存 在 与 
吡 束 啉 抗 性 相关 的 精 氢 酸 到 苏 氨 酸 (R81T) 突变 。【 结 论 】 结 果 提 示 , 多 功能 氧化 酶 、 凑 酸 酯 酶 和 谷 
EHAK S- 转 移 酶 活力 升 高 以 及 nAChR Bl EA R81T 突变 与 棉 蚜 对 吡 忠 啉 的 抗 性 形成 相关 。 
关键 词 : 棉 蚜 ; 吡 早 啉 ; 抗 性 ; 酶 活力 ; 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 Bl 亚 基 
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Abstract: [ Aim] Aphis gossypii is easy to produce resistance to insecticides because of its short growth 
cycle and high reproduction rate. This study aims to clanfy the levels and mechanisms of imidacloprid 
resistance in A. gossypii in the main cotton production areas of China. [Methods] Different populations 
of A. gossypii were collected from fields in Haidian of Beijing ( BJ) , Langfang (LF) and Handan ( HD) 
of Hebei, Dezhou ( DZ) of Shandong, Xuchang ( XC) of Henan, and Kuitun ( KT) and Akesu ( AKS) 
of Xinjiang. Leaf-dipping method was used to determine the resistance levels of A. gossypii to 


imidacloprid. The activities of three detoxification enzymes | mixed function oxidase ( MFO) , carboxylesterase 
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( CarE) and glutathione S-transferase ( GST) | and acetylcholinesterase ( AchE) in different A. gossypii 
populations were assayed. And the mutation of target gene ( nAChR B1 subunit gene) was also detected. 
[ Results] The BJ, XC and HD populations of A. gossypii were still susceptible to imidacloprid, while the 
LF, AKS, DZ and KT populations exhibited moderate levels of resistance to imidacloprd, with the 
resistance ratios of 22. 6-, 26.3-, 53. 5- and 61. 1-fold, respectively. The activities of MFO, CarE and 
GST in the AKS and KT populations were significantly higher than those in the BJ susceptible population. 
The activities of MFO, CarE and GST in the AKS population were 1. 7-, 1.6- and 1. 5-fold, and those in 
the KT population were 1. 8-, 1. 7- and 1.5-fold as high as those in the BJ population, respectively. But 
there was no significant difference in acetylcholinesterase ( AchE) activities among the AKS, KT and BJ 
populations. A single point mutation in the nAChR Q1 subunit causing an arginine to threonine substitution 
(R81T) observed in LF, AKS, DZ and KT populations was associated with the imidacloprid resistance in 
A. gossypii. [Conclusion] The results suggest that enhancement of MFO, CarE and GST activities and the 
mutation ( R81T) of nAChR Q1 subunit might confer resistance to imidacloprid in A. gossypii. 

Key words: Aphis gossypii; imidacloprid; resistance; resistance monitoring; enzyme activity; nAChR B1 
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subunit 


HREF Aphis gossypii Glover JE [n] H. H EE}, -E — 
种 世界 性 分 布 的 重要 农业 害虫 ,主要 通过 刺 吸 寄主 
计 液 、 分泌 蜜 圳 和 传播 病毒 等 方式 危害 栅 花 、 瓜 类 、 
木 桂 等 多 种 植物 (Reddall et al., 2004; Shrestha and 
Parajulee, 2013) 。 由 于 其 生殖 周期 短 、 繁 殖 量 大 ,一 
日 条 件 适 宜 , 在 短期 内 便 能 暴发 为 害 。 因 此 ,对 于 棉 
蚜 的 防治 ,生产 上 主要 依赖 于 化 学 防治 。 这 种 对 农药 
的 依赖 性 ,导致 栅 蚜 成 为 抗 药性 最 严重 的 农业 害虫 之 
一 (Chen et al., 2013)。 国 内 外 大 部 分 柳 区 的 棉 蚜 对 
传统 杀 虫 剂 ,如 有 机 克 类 ,氨基 甲酸 酯 类 和 拟 除虫菊 酯 

剂 均 产 生 了 较 高 的 抗 药性 (Cui et al., 2016) 。 

以 吡虫啉 为 代表 的 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ,通过 作用 
于 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR ) 而 起 到 杀 虫 作用 ， 
其 独特 的 作用 机 制 和 高 效 的 杀 虫 活性 ,使 得 该 类 杀 
忠 剂 成 为 防治 柳 蚜 等 刺 吸 式 口 如 害虫 的 前 选 药 剂 
( Bai et al., 1991; Jeschke and Nauen, 2008), 。 但 
是 ,近年 来 , 随 着 吡虫啉 等 新 烟 碱 杀 虫 剂 的 过 量 频繁 
使 用 , 棉 蚜 对 新 烟 碱 杀 虫 剂 的 抗 性 也 日 趋 严 重 ( 史 
晓 斌 等 ，2011; Zhang et al., 2015), Wang 等 
(2007) 对 山东 4 AHE E SA PCR n E ETT DLUTE S] 
E, AEAN RC up PERI TE JP OG] UD E RI D 
性 已 发 展 到 77 ~ 97 fis SEEK AS (2012) 对 新 疆 主 
要 杭 区 杭 归 进行 了 抗 性 评价 , 结 采 表明 新 疆 各 主要 
棉 区 棉 蚜 对 吡虫啉 的 相对 抗 性 倍数 为 3. 17 ~4. 87 
音 。 同 时 ,Koo 等 (2014 ) 报 道 韩 国 地 区 的 棉 蚜 种 群 
KTHE HE Bpk nE R z DE R PR BE R k A E E I SE r AA 
T 2s ER E TIR KEDE, HEF Lp y E R 
Wiz mE E PR AN up E RBS po TE f CAT aa 14 000, 
2 600 和 1 500 ffr, LHE , JI: EH TR] fo 53 X PEE EE BITS 
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搞 性 监测 对 棉 蚜 的 有 效 治理 显得 尤为 重要 。 

昆虫 对 杀 虫 剂 产 生 抗 性 的 机 制 主要 包括 2 个 方 
面 :代谢 作用 增强 和 靶 标 敏感 性 下 降 。 人 代谢 作 用 增 
强 是 由 于 昆虫 体内 一 系列 解毒 酶 活力 提高 ,增加 对 
杀 虫 剂 的 降解 能 力 。 其 中 主要 涉及 3 大 类 解毒 酶 : 
多 功能 氧化 酶 、 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 S$- 转 移 酶 (Puinean 
et al., 2010a; Bass et al., 2014) 。 昆 虫 抗 性 产生 的 
另 一 个 重要 机 制 是 杀 虫 剂 作 用 靶 标 敏感 性 下 降 , 通 
党 是 由 臣 标 基因 突变 引起 的 (Panini et al., 2014) 。 
烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR ) 广泛 分 布 于 昆虫 的 
中 枢 神 经 系统 ,是 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 主要 作用 靶 标 。 
目前 ,诸多 研究 证 实 害虫 对 新 烟 碱 类 杀 虫 寞 抗 药性 
与 nAChR 基因 突变 有 关 (Liu et al., 2005; Perry et 
al., 2008; Yao et al., 2009) 。 

ARR Y AU EVE ,河北 廊坊 和 邯郸 ,山东 
德州 ,河南 许 虽 ,以 及 新 疆 奎 屯 和 阿 克 办 杭 蚜 种 群 对 
吡虫啉 的 抗 性 水 平 及 其 抗 性 机 理 , 以 期 为 吡虫啉 的 
合理 使 用 ,延缓 榴 蚜 对 吡 忠 啉 的 抗 性 发 展 及 抗 性 柳 
蚜 有 效 治理 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 .试剂 和 仪器 

1.1.1. 供 试 昆虫 : 棉 蚜 分 别 采 日 北京 海 演 (BJ) , 河 
北 廊坊 (LF) 和 邯郸 (HD) ,山东 德州 (DZ) ,河南 许 
B (XC) ,以 及 新 疆 奎屯 (KT) 和 阿克苏 (AKS), 评 细 
HALULZE 1。 棉 蚜 试 虫 用 棉花 幼苗 饲养 于 养 虫 室 
内 ,饲养 条 件 为 温度 25 +20 、 光 周期 16L: 8D、 相 对 
湿度 60% ~80% 。 
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表 1 不 同 种 群 棉 蚜 的 采集 信息 
Table 1 Collecting data of different populations of Aphis gossypii 








种 群 采集 日 期 采集 地 点 地 理 坐 标 寄主 植物 

Population Collecting date Collecting locality Geographical coordinates Host plant 
BJ 2013.8 北京 海淀 Haidian, Beijing 40.01?N, 116. 17?E Jk Hibiscus 

LF 2014.6 河北 廊坊 Langfang, Hebei 39.31?N, 116.36*E 棉花 Cotton 
HD 2014.6 河北 邯郸 Handan, Hebei 36.31?N, 114.34*E 棉花 Cotton 
DZ 2013.7 山东 德州 Dezhou, Shandong 36.55?N, 116.01?E 棉花 Cotton 
XC 2014.6 河南 许昌 Xuchang, Henan 34.03?N, 113. 51?E 木 检 Hibiscus 
KT 2014.7 新 疆 硅 屯 Kuitun Xinjiang 44.23?N, 84.50*E 棉花 Cotton 
AKS 2014. 7 新 疆 阿 克 苏 Akesu, Xinjiang 40. 58?N, 80.06?E 棉花 Cotton 


1.1.2 主要 试剂 :总 RNA 提取 试剂 盒 (RNeasy Plus 
Mini Kit) 购 目 QIAGEN 公司 ; RNase-Free Water, 
PrimeScript"" 1st Strand cDNA Synthesis Kit, LA-Taq 
酶 及 buffer, pMDI9-T Vector Cloning Kit WA HE 
TaKaRa 公司 ; 乙 二 腕 四 乙酸 (EDTA) ,2& Fi i fis pc 
S ( PMSF ) Ij A Amresco 公司 ; — Bü fV 2 P8 ES 
(DTT) .还 原 性 谷 胱 甘 肽 (4GSH) 购 目 Merck 公司 ;本 
AE ( PTU) 、 碘 化 硫 代 乙酰 胆 碱 (Asch) 对 硝 基 
JEP BE (P-NA) 1- 毛 -2,4- 二 硝 基 葵 (CDNB ) 购 自 
Aldrich 公司 ;还 原型 辅酶 (NADPH ID ) ,25 25 392 
蓝 G-250 二 人 硫 硼 基于 甲酸 (DTNB)、B- 酶 酸 茶 酯 (2- 
naphthyl acetate) Æl i$ B $h (fast blue B)、 牛 血清 重 
H (BSA) WE Sigma 公司 ;十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS ) 
购 目 华 闫 生物 工程 公司 ; 毒 届 豆 碱 (eserine) 购 目 东 
ACE DMPRSN ARE s HR HRAM ERA 
A^ HHW Ee HAREAN A BR e] KRAAN 
购 目 天 津 市 江天 化 工 技术 有 限 公 司 ;二 甲 基 甲 酰 腕 、 
丙酮 乙醇 购 自 北京 化 工厂 。 供 试 杀 虫 剂 :95. 5% nlt 
虫 啉 原 药 ( 江 甸 元 胜 集团 股份 有 限 公 司 )。 
1.1.3 (X38: ELx800 光 吸 收 酶 标 仪 ( 美 国 BioTek 
公司 ) ;IS-RDD3 台式 恒温 振荡 如 (美国 精 改 有 限 公 
HJ); NanoDrop 2000 $E jk Œ 4r 2626 RE dT CX 
Thermo 公司 ) ; Veriu 96 FL% R£ PCR 14,7500 Real 
Time PCR 仪 (美国 ABI 公司 )。 
1.2 室内 毒 力 测定 

采用 浸 叶 法 测定 吡虫啉 对 不 同 栅 野 种群 的 毒 
力 。 吡 虫 啉 原 药 用 二 甲 基 甲 酰 腕 (DMF ) 配 制 成 196 
母液 , 绸 用 0.05% Triton X-100 水 溶液 将 母液 稀释 
成 系列 浓度 。 测 定 浓 度 根据 每 个 棉 蚜 种 群 对 吡虫啉 
的 敏感 度 设 定 。 将 高 有 30 ~ 50 头 大 小 均一 无 翅 成 
蚜 的 棉花 或 木林 叶片 ,浸入 不 同 浓度 的 吡虫啉 药 液 
rH3-5s, [4 0.0596 Triton X-100 水 洲 液 作为 空 日 
对 照 。 待 叶片 旦 干 之 后 , 放 和 人 垫 有 保湿 滤纸 的 培养 
M ( 直径 90 mm) 中 ,用 保鲜 膜 封 口 ,用 针 打 孔 透 气 。 






































置 于 温度 25 +2 、 光 周期 16L: 8D 的 沦 照 培养 箱 中 
饲养 。24 h 后 检查 结 采 ,用 毛笔 轻 触 虫 体 ,以 触角 
和 足 均 不 动 者 视 为 死亡 ,统计 死亡 率 。 数 据 用 SPSS 
软件 处 理 , 分 别 计算 吡虫啉 对 每 个 棉 蚜 种 群 的 怪 死 
中 浓度 LCso 值 及 95% 置信 区 间 。 抗 性 倍数 ( RR) = 
LCsogfg 和 群 。 工 Cso 相 对 化 感 和 三， 以 阔 京 种 群 作为 相对 敏感 
种 群 ,计算 抗 性 倍数 。 按 抗 性 倍数 (RR ) 的 高 低 进 
行 抗 性 水 平分 级 :敏感 (RR 5.0)\ 低 水 平 抗 性 
(5.0<RR<10.0)、 中 等 水 平 抗 性 (10.0 < RR < 
100. 0) 、 高 水 平 抗 性 (RR > 100.0)。 

1.3 解毒 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 测定 

1.3.1 酶 液 提取 : 挑 取 7 mg 无 翅 柳 蚜 , 用 2 mL pH 
7.8, 0. 1 molL 的 磷酸 缓冲 液 ( 含 1 mmol/L 的 
EDTA, 1 mmol/L 的 DTT, 1 mmol/L 的 PTU, 
1 mmol/L 的 PMSF 和 质量 分 数 为 10% 的 甘油 ) 5J 
Jk AATF 12 000 r/min 4C 离心 15 min, Hx ET 
液 作为 酶 源 , 重 复 3 次 。 

1.3.2 多 功能 氧化 酶 ( MFO) 的 0- 胶 甲 基 活 性 测 
4E: 根据 Hansen 和 Hodgson (1971) 的 方法 。 在 96 
筷 酶 标 板 中 ,每 孔 依 次 加 入 100 uL 2 mmol/L X fij 
基本 甲 醚 (p-NA) ,100 uL pH 7. 8 HEB Sz IPW, 
90 kL 稀释 10 倍 后 的 酶 源 ,2 min 后 加 入 10 pL 9.6 
mmol/L 的 NADPH。 在 酶 标 仪 405 nm 波长 下 ,测定 
30 min 内 的 OD 值 ,计算 酶 的 比 活力 。 

1.3.3 AWEH A S- 转 移 酶 (GST) 活 性 测定 : 参照 
Habig (1974) 的 方法 。 反 应 体系 : 100 uL 6 mmol/ 
L 的 还 原型 合 胶 甘 肽 ,100 uL 1.2 mmol/L 的 
CDNB ,10 uL 酶 液 ,90 nkL0.1 mol/L pH 7.6 BR RA 
绥 冲 液 。 混 勾 后 在 340 nm 下 连续 测定 5 min 内 OD 
变化 值 , 计 算 酶 的 比 活力 。 

1.3.4 小 酸 酯 酶 活性 测定 : BRETT A E 
(2007) 的 方法 。 反 应 体系 为 200 kL2.1 mmol/L 的 
a-NA 底 物 ( 46 3 x10 7 mol/L 毒 扁 碱 ) ,20 uL 稀释 
30 倍 后 的 酶 液 , 混 勺 后 置 于 30Y 水 浴 30 min, 最 后 
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加 入 200 pL 显 色 剂 (1% 固 蓝 B. 盐 溶液 和 5% SDS 
以 体积 比 2:5 混 配 , 现 配 现 用 ) 。 摇 勾 后 ,室温 下 静 
置 30 min ,用 酶 标 仪 测定 600 nm 下 的 OD (B. 
1.3.5 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 测定 : 参照 Gorun 等 
(1978) 的 方法 。 反 应 体系 :50 pL 人 矶 化 硫 代 乙酰 胆 
碱 (ATChI) ,50 uL 0. 1 mol/L pH 7.6 的 磷酸 缓冲 
液 ,50 uL 酶 液 。27 世 温浴 15 min, HA 50 pL Ayk 
度 为 0. 18 mmol/L DTNB 显 色 并 终止 反应 ,在 412 
nm 下 测定 0D 值 。 
1.3.6 和 蛋白 合 量 测定 : 蛋白 质 含量 测定 采用 
Bradfold (1976) 的 考 马 斯 亮 蓝 ( 6-250) 方法 测定 。 
用 牛 血 清 集 日 制作 标准 曲线 。 在 96 孔 酶 标 板 中 ， 
孔 依 次 加 入 10 uL A [e] A E Ai RR c EA TCR fS UD 
液 和 270 pL 25 539p 45 dk 6-250 试剂 ,放置 5 min ,在 
595 nm 处 测定 OD 值 。 绘 制 标准 曲线 :利用 OD fH 
和 标准 集 日 含量 制作 标准 曲线 ,并 根据 标准 曲线 计 
F E AIKE (mg/mL) 
1.4 棉 蚜 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 pl 亚 基 基 因 克 隆 及 
序列 比 对 

分 别 取 各 种 群 杨 蚜 100 头 左右 ,按照 QIAGEN 
RNA 提取 试剂 盒 (RNeasy Mini Kit) 说 明 书 提取 总 
RNA。 通 过 丈 脂 糖 疾 胶 电泳 检测 总 RNA 的 完整 性 ， 
用 NanoDrop 进行 RNA 纯度 和 浓度 测定 ,测定 合格 
后 取 1 ug RNA, 利 用 PrimeScript ”1st Strand cDNA 
Synthesis Kit ( TaKaRa) 合成 cDNA 。 

利用 IDT 在 线 引 物 程序 (http://www. idtdna. 
com/ Primerquest/ Home/ Index ) 设 计 3 引 物 (nAChR-F. 
ACGAGAAGCGTCTGGTTAG ; nAChR-R: GTCCGTCT 





GGGTAGGTGA ) ,125| p 38 BJ Fr Exi S nAChR 
的 保守 结构 域 (loops A -— F) ,其 中 包括 烟 碱 和 新 烟 
碱 杀 虫 剂 与 nAChR 的 结合 位 点 。PCR 反应 体系 : 
2.5 uL IO x LA PCR buffer,4 uL dNTP mixture ,0.2 
uL LA Taq polymerase, 上 和 下游 引物 各 1 uL, 模板 
2 uL,14.3 uL RNase-free HO, PCR 扩 增 反应 条 件 
如 下 :94% 预 变性 4 min; 94*C 变性 30 s,36% 退火 30 
s,72% 延伸 40 s, 进 行 35 个 循环 ;72% 延伸 7 min, 
反应 结束 后 ,将 PCR 产物 用 296 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 ,并 将 PCR 产物 纯化 .连接 pMDI9-T 载体 、 转 化 、 
挑 单 克 隆 、PCR 检测 并 测序 。 采 用 Blast 程序 ,将 各 
测序 结果 与 CenBank 中 已 经 公布 的 nAChR B1 亚 基 
基因 序列 进行 比 对 。 








2 结果 


2.1 不 同 种 群 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 水 平 

吡虫啉 对 7 个 棉 蚜 种 群 的 毒 力 测定 结果 ( 表 2.) 
表明 ,各 棉 蚜 种 群 对 吡虫啉 的 敏感 性 不 同 。 吡 虫 啉 
对 BJ, XC, HD, LF, AKS, DZ 和 KT 棉 蚜 种 群 的 
LC. 值 分 别 为 0. 92, 1. 11, 3. 49, 20. 76, 24. 19, 
49.22 4156.17 jg/mL。 其 中 ,BJ 种 群 最 敏感 ， 
此 将 其 作为 相对 敏感 种 群 ,计算 其 他 棉 蚜 种 群 的 相 
对 抗 性 倍数 。 其 中 XC 和 HD 的 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 
性 倍数 <5 ,处 于 敏感 阶段 ; LF, AKS, DZ fI KT fi 
蚜 种 群 均 对 吡虫啉 产生 了 一 定 程 度 的 抗 性 , 抗 性 倍 
数 分 别 为 22.6, 26.3, 53.5 和 61.1 倍 ,达到 了 中 等 
抗 性 水 平 。 





表 2， 不 同 棉 蚜 种 群 对 吡虫啉 的 抗 性 水 平 
Table 2 Resistance of different populations of Aphis gossypii to imidacloprid 


phat 试 虫 数 斜率 致死 中 浓度 (95% 置信 区 间 ) | P (ii 抗 性 倍数 
Population Number of test insects Slope + SE LCs (9596 FL) (pg/mL) x (df) P value Resistance ratio 

BJ 702 2.99 +0.23 0.92(0.58 — 1.24) 50. 18(9) « 0. 001 1.0 

LF 488 1.79 +0.17 20. 76(10.58 -31.33) 28.25(10) 0. 002 22.6 

HD 763 1.32 «0.13 3.49(2.17 - 8.02) 50. 19(15) « 0.001 3.8 

DZ 922 1.94 «0. 18 49.22(27.20 68.01) 63.06 (16) « 0. 001 53.5 

XC 1266 2.04 +0.15 1.11(0.87 - 1.37) 24.80(13) 0.025 1.2 

KT 1544 1.56 «0. 085 56.17(49.95 63.41) 11.00(16) 0. 809 61.1 

AKS 849 1.12 «0.10 24.19(12.80 -37. 72) 55.34(13) « 0. 001 26.3 


2.2. 不 同 棉 蚜 种 群 的 解毒 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 
将 BJ 种 群 及 AKS 和 KT 种 群 棉 蚜 分 别 作 为 敏 
感 栅 蚜 、 中 等 抗 性 棉 蚜 的 代表 ,分 别 进行 解毒 酶 和 乙 
酰 胆 碱 酯 酶 活性 测定 。 绪 末 表 明 ,吡虫啉 抗 性 品系 
棉 蚜 (AKS 和 KT 种 和 群 ) 的 多 功能 氧化 酶 \ 合 胶 甘 肽 
S- 转 移 酶 以 及 闫 酸 酯 酶 的 活性 显著 忆 于 敏感 栅 蚜 











(BJ FPEF) , AKS 和 KT 棉 蚜 种 群 的 多 功能 氧化 酶 活 
性 分 别 为 14.6 和 15.7 AmOD,4/ mg pro * 
棉 蚜 种 群 的 1.7 和 1.8 倍 。AKS 和 KT 棉 蚜 种 群 的 
谷 胱 甘 肽 5S- 转 移 酶 活性 分 别 为 615. 7 和 617. 1 
min, BJ Anty PREFA 1.5 o 
AKS 和 KT fi EA AF EF B PR P PR MN PE 2T d] 2J 30. 2 


min ,是 BJ 


AmOD,;4,/mg pro * 
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f 30.6 AOD, mg pro * min, 是 BJ 棉 蚜 种 群 的 1.6 ”活性 分 别 为 301. 2, 276. 5 和 281. 7 AmOD,,,/ mg 
TI 1.7 fii, BJ, AKS 和 KT 杭 虹 种群 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 ”pro' min,3 个 种 群 乙 酰 胆 碱 酯 酶 的 福 性 差异 不 显著 。 

表 3 不 同 棉 蚜 种 群 解毒 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 比 活力 


Table 3 Activities of detoxification enzymes and acetylcholinesterase in different populations of Aphis gossypii 











多 功能 氧化 酶 Ae HAK S- 转 移 酶 We Rs E 乙酰 胆 碱 酯 酶 
MFO GST CarE AchE 

FREE 比 活力 Eo 73 比 活力 比 活力 
Population Specific activity 比值 Specific activity 比值 Specific activity 比值 Specific activity 比值 
( AmOD/0s /mg Ratio ( AmOD;44/ mg Ratio ( AODqo9/ mg Ratio ( AmOD,1 /mg Ratio 

pro * min) pro * min) pro * min) pro * min) 

BJ 8.6+1.1 b 1.0 420.8 +14.6 b 1.0 18.4+1.8 b 1.0 301.2 +10.5 a 1.0 
AKS 14.6 x1.6a 1.7 615.7 x2.6 a 1.5 30.2 x0.9a 1.6 276.5 x6.8a 0.9 
KT 15;7 €1,5.8 1.8 617.1 x24.1a 1.5 30.6 x0.9a 1.7 281.7+19.6a 0.9 


比值 是 相对 敏感 种 群 (BJ) 的 比值 。The ratio is relative to the value of the BJ population. 





2.3 棉 蚜 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 Bl 亚 基 基因 突变 
用 引物 nAChR-F 和 nAChR-R, Xf BJ, LF, HD, 
DZ, XC,KT 和 AKS7 个 棉 蚜 种 群 的 烟 碱 型 乙酰胆碱 
受 休 (nAChR) BI 亚 基 基 因 片 段 进行 了 克隆 , 扩 增 得 
到 586 bp 目的 片段 。 将 测序 结果 与 GenBank 中 已 
经 公布 的 A. gossypii nAChR BI 亚 基 基因 (登录 号 : 
AFS27786 ) 进行 比 对 ,发 现 对 吡虫啉 产生 中 等 水 平 
抗 性 的 LF, AKS, DZ 和 KT 棉 蚜 种 群 nAChR gl 亚 





基 基 因 核 甘酸 序列 的 第 242 位 均 存 在 GC 突变 
(图 1) ,从 而 导致 抗 性 柳 蚜 nAChR gl 亚 基 第 81 位 
氨基 酸 发 生 突 变 , 由 精 氨 酸 (R，AGA ) RENIA 
酸 (T，ACA) ;而 BJ, XC 和 HD 种 群 不 存在 该 突变 。 
结合 核酸 序列 图 详 ( 图 2), 可 以 看 出 ,LF, AKS, DZ 
和 KT 棉 蚜 种 群 均 为 杂 合 群体 ,而 且 碱 基 突 变 结 末 
HEWER, LF 种 群 中 未 突变 碱 基 G 的 
比例 高 于 突变 碱 基 C ,而 具 更 高 抗 性 水 平 的 柳 蚜 种 
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图 1 敏感 和 抗 性 栅 蚜 nAChR Bl WAERM ARTA] 


Fig. 1 


Partial nucleotide and amino acid sequences of nAChR B1 subunit from the imidacloprid-susceptible strain ( AgBl-S) and 


imidacloprid-resistant strain ( AgB1-R) of Aphis gossypii 


BJ/XC/HD LF AKS DZ KT 


Ir 


图 2 抗 性 槐 是 nAChR B1 亚 基 基因 第 242 位 核 苷 酸 突变 (G 一 *C ) 
Fig. 2 The mutation ( GC) at site 242 of nAChR B1 subunit gene from the imidacloprid-resistant strains of Aphis gossypii 
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BECAKS, DZ 和 KT) 突变 碱 基 C 的 比例 高 于 未 突变 
Wt G。 棉 蚜 及 其 他 昆虫 nAChR B1 亚 基 氨基酸 序 
列 比 对 结果 表明 :第 81 fr m AERE Eb rh Zee BEL 
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图 3 昆虫 nAChR B1 亚 基 氨 基 酸 序列 比 对 

Fig. 3 Amino acid sequence alignment of nAChR 1 subunits of insects 
nAChR B1 亚 基 物种 来 源 及 GenBank 登录 号 Source species of nAChR Q1 subunits and their GenBank accession numbers; 敏感 槐 是 Aphis gossypii 
nAChR B1 ( Ago-S-nAChR B1, AAM94384. 1) ; KEE} Aphis glycines nAChR B1 ( Agl-nAChR B1, AFP55243. 1) ; 桃 蚜 Myzus persicae nAChR B1 
(Mp-nAChR B1, CAB87995.1); RAAE i Rhopalosiphum padi nAChR B1 ( Rp-nAChR B1, AHJ37562. 1) ; 量 贤 金 小 蜂 Nasonia vitripennis 
nAChR B1 (Nv-nAChR B1, NP. 001234897. 1) ; 果 量 Drosophila yakuba nAChR 81 ( Dy-nAChR B1, XP. 002093703. 1) ; [X] EE E Ti $X Anopheles 
gambiae nAChR B1 ( Aga-nAChR B1, XP309158.3) ; ÆW. KIE Locusta migratoria nAChR B1 ( Lm-nAChR B1, CAA04055.1); 家 看 Bombyx mori 
nAChR B1 ( Bm-nAChR B1, NP. 001103398. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum nAChR B1 (Tc-nAChR B1, ACP31317.1) ; IKI Periplaneta 
Americana nAChR Bl (Pa-nAChR B1, AFB73849.1). 吡虫啉 抗 性 柳 蚜 (Ago-R) nAChR B1 亚 基 R81T 突变 位 点 由 红色 三 角 符 号 标 出 。The 
mutation site R81T, identified in imidacloprid-resistant A. gossypii ( Ago-R) is indicated by an inverted red triangle. 


3 讨论 





吡虫啉 是 第 一 个 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ,其 对 刺 吸 陈 
口 硕 害虫 (如 师 虫 、 粉 乱 、 飞 乱 等 ) 具 有 很 高 的 杀 虫 
活性 ( Kagabu and Akagi, 1997) 。 但 是 , 随 看 吡虫啉 
在 田间 长 期 大量 使 用 ,许多 害虫 对 其 产生 了 不 同 程 
ERDE CLE ERU GE, 2007). AIRBESE SR 
明 , T8] JEJBEEES LL ZR G8 ME rr 888 Du] v DR E ELSE 
蚜 种 群 已 对 吡虫啉 产生 了 中 等 水 平 抗 性 。 这 与 高 占 
林 等 (2008 ) 和 张 国 福 等 (2014 ) 对 河北 省 和 山东 省 
棉 蚜 吡虫啉 抗 性 监测 结 采 一 至。 因此 ,在 栅 蚜 防 控 
中 ,一 要 严格 控制 用 药剂 量 和 施 药 次 数 ;二 要 与 其 他 
不 同 作用 机 制 的 药剂 轮换 使 用 ,以 降低 吡虫啉 的 选 
择 压 ; 三 要 利用 天 敌 控制 析 蚜 ,减少 用 药 以 延 绥 析 蚜 
对 吡虫啉 抗 欧 性 的 发 展 。 

昆虫 对 杀 虫 剂 代谢 能 力 的 提高 是 其 抗 药 性 产生 
的 一 个 重要 生理 生化 机 制 。 多 功能 氧化 酶 
( MFOs) , 即 P450 单 加 氧 酶 的 解毒 代谢 是 害虫 对 吡 
虫 啉 产生 抗 性 的 一 个 重要 机 制 。Puinean 等 (2010a， 
2010b) 人 研究 指出 , 桃 师 和 宰 飞 乱 对 吡虫啉 抗 性 的 产 
生 主 要 与 P450 单 加 氧 酶 活性 的 提高 有 关 。Shi 等 
(2012) 也 认为 祖师 对 吡虫啉 的 抗 性 可 能 是 由 于 杭 


























蚜 P450 单 加 氧 酶 对 吡虫啉 解毒 能 力 提 高 所 致 。 本 
研究 发 现 , 吡 虫 啉 抗 性 种 群 多 功能 氧化 酶 活性 显 车 
高 于 敏感 种 群 ,因此 , 棉 蚜 对 吡虫啉 抗 性 的 产生 可 能 
与 多 功能 氧化 酶 活性 升 高 有 关 。 酯 酶 是 昆虫 体内 一 
种 重要 的 解毒 酶 ,不 仅 可 以 通过 水 解 酯 键 降 解 有 毒 
物质 ,而 且 可 以 通过 结合 作用 降低 体内 有 毒物 质 的 
有 效 浓度 ( Devonshire and Moore，1982 ) 。 目前 , 关 
于 酷 酶 介 导 的 昆虫 对 吡虫啉 的 抗 性 已 有 大 量 报道 
( Choi et al., 2001; Wang et al., 2002) 。 本 研究 发 现 
WEE FEL PRISCAE v AARIA PE RRAK E EG d 7J eg AC 
I d A , Hr ARER HE PETS TE EA] Dae eg t HJ Be zer 29] 
吡虫啉 抗 性 形成 的 原因 之 一 。 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 
( GSTs) 催化 还 原型 谷 胱 甘 肽 与 多 种 亲 电 子 化 合 物 
反应 ,也 可 以 介 导 昆虫 对 多 种 杀 虫 剂 产 生 抗 药性 ,本 
WREE DEH IK 5- 转 移 酶 活性 在 棉 蚜 抗 性 种 群 
中 显著 高 于 敏感 种 群 ,因此 , 谷 胱 甘 肽 -转移 酶 可 
BER Ej Fm up E spp TERI ^ IE. HR COSS 
(2003) WIX Y AREF X) pb E PERDU TE DLE , Ac DUI 19] 
pub 532 Ie rs BEA A DE HK $- 转 移 酶 活力 升 高 有 
关 ; 杨 焕 青 等 (2009 ) HREIN , RRA E A eH 
S- 转 移 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 比 活 力 的 升 高 是 引起 槐 是 
对 吡虫啉 产生 抗 性 的 主要 生化 原因 。 但 是 ,本 人 研究 
发 现 乙 酰 胆 碱 酯 酶 活性 在 棉 蚜 抗 性 品系 和 敏感 品系 
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中 无 显著 差异 ,这 可 能 与 乙酰 胆 碱 酯 酶 不 参与 新 烟 
碱 类 杀 虫 剂 的 代谢 也 不 是 靶 标 酶 有 关 。 

吡虫啉 选择 性 地 抑制 昆虫 神经 系统 突 触 后 膜 的 
nAChR ,进而 阻 断 昆虫 中 枢 神 经 系统 的 信号 传导 , 导 
致 害虫 出 现 麻 兽 而 最 终 死亡 (Bai et al., 1991), Wf 
ARH , 害虫 对 新 烟 碱 类 条 忠 剂 抗 药 性 的 产生 与 
nAChR 基因 突变 有 关 。Liu 等 (2005 ) 首先 报道 了 搞 
吡虫啉 褐 飞 恒 的 nAChR al 和 a3 亚 基 存在 YI51S 
突变 ,运用 等 位 特异 性 PCR 技术 证 明 该 突变 位 点 的 
突变 频率 与 褐飞虱 对 吡虫啉 的 抗 性 程度 呈正 相关 ; 
该 突变 使 得 nAChR 与 吡虫啉 的 亲和力 和 结合 量 显 
车 下 降 , 从 而 导致 褐 飞 恒 抗 药 性 的 产生 。Perry 等 
(2008) TERUEL T8 nAChR al 和 B2 亚 基 上 人 发现 了 
突变 位 点 ,该 突变 通过 干扰 亚 基 组 合 或 受 体 激活 使 
得 末 蝇 对 烦 喧 虫 胶 产生 抗 性 。Yao 等 (2009 ) 克隆 了 
神 飞 恒 抗 吡虫啉 品系 nAChR Bl 亚 基 , 在 gl 亚 基 的 
N mA T 677 RNA 编辑 位 点 ,其 中 有 4 个 位 点 存 
EARR. EE EVIS DN EE E P K 
达 , 发 现 N73D 和 NI33D HY R 2A KE TS KA 
nAChR 对 ACh 和 吡虫啉 的 敏感 性 。Bass 等 (2011 ) 
在 田间 抗 吡虫啉 的 桃 蚜 和 棉 蚜 种 群 中 发 现 nAChR 
Bl 亚 基 Loop D. 上 存在 一 个 氨基 酸 突变 ( R81T) ; Bi 
后 ,在 意大利 抗 性 桃 蚜 中 也 发 现 了 R81T 突变 ,该 种 
群 中 有 6596 的 个 体 存在 突变 , 且 有 35.5% 为 突变 纯 
合子 (Puinean et al., 2010b) ; Koo 等 (2014 ) 在 田间 
棉 蚜 种 群 中 也 监测 到 了 R81T 突变 ,该 突变 位 点 降 
低 了 昆虫 对 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 敏感 性 。 

RIER nAChR Bl 亚 基 的 Loop D 环 上 发 
现 了 第 81 fr24AEBRBUSESZE(RSIT). DU Mri 
HH nAChR Bl 亚 基 DD 环 上 第 81 位 氨基 酸 的 突变 
(CR81T) 产 重 影响 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 导 昆虫 nAChRs 
的 结合 (Bass et al., 2011) , 而 将 鸡 nAChR B2 亚 基 
第 77 位 ( 即 蚜 虫 gl 亚 基 的 第 81 位 ) 的 办 氨 酸 (TT) 
用 精 氨 酸 (R) 取代, 能 够 显著 提高 乙酰 胆 碱 受 体 与 
吡虫啉 的 杀 和 力 。 这 是 因为 该 位 点 殷 基 酸 在 昆虫 中 
是 高 度 保守 的 , 均 为 市 正 电 三 的 精 氨 酸 ( 图 3) ,而 珍 
椎 动物 中 则 以 市 负电 三 的 办 氨 酸 为 主 。 新 烟 碱 类 儿 
虫 剂 对 害虫 的 高 选择 性 正 是 因为 该 类 药剂 负电 性 药 
效 基 团 ( 硝 基 或 握 基 ) 与 昆虫 nAChRs a 亚 基 Loop B 
EWF, Loop C 内 部 以 及 B 亚 基 Loop D EIS 1E FB PES 
基 酸 残 基 ( 如 R81) 之 间 的 相互 作用 导致 的 (Talley et 
al., 2008; Song et al., 2009) , 与 前 人 的 人 研究 结果 一 
致 ,廊坊 、 德 州 \. 阿 克 处 和 奎屯 等 地 的 栅 蚜 Bl 亚 基 
上 81 位 市 正 电 伍 的 精 氨 酸 突变 成 与 市 负电 三 的 办 





































































































氨 酸 ,使 得 棉 蚜 丢 失 了 Loop D 上 由 精 氨 酸 参 与 组 成 
的 与 吡虫啉 的 负电 性 药 效 基 团 相互 作用 的 关键 结合 
位 点 ,从 而 直接 导致 杨 蚜 种 群 对 吡虫啉 产生 了 较 融 
水 平 的 抗 药 性 。 
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